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OZET

DTPA BAGLI TOREMIFENE’ iN *™T¢ iLE iS ARET LEN EREK
RAD YOFARMAS OTiK POTANSIYELIN IN INCELENMES i

YURT, Ayfer
Yiiksek Lisans Tezi, Niikleer Bilimler Anabilim Dalx
Tez Yonetidsi : Yard. Doc. Dr. F. Ziimriit BIBER MUFTULER
Aralik 2007, 67 sayfa

Toremifene [TOR; 4-chloro-1,2-diphenyl-1- (4- (2- (N,N-di-methylamino)
ethoxy) phenyl)-1-butene] meme ve rahim kanserlerinin tedavisinde sitrat
formda kullanilan bir antiestrojenik ajandir.

Bu ¢aligmada estrojen reseptorlerince zengin (ER+) meme tiimorlerini
goriintiilemede kullanilabilecek yeni bir antiestrojen tiirevi hidrofilik bir
radyoligand tasarlamak ve bu radyoligandin radyofarmasétik potansiyelini
saptamak amaclanmistir.

Bu amagla sitrat formundaki TOR tabletlerinden ekstraksiyon yOntemiy le
saf TOR bilesigi elde edilmistir ve bilesige inert atmosfer altinda hidrofilik bir
grup olan dietilentriamin pentaasetik asit (DTPA) takilip, yap1 hidrofilik hale
getirilerek  bilesigin  estrojen reseptdrlerine (ER) afinitesini  arttirmak
amag lanmistir.

Sentez basamaklarma iliskin sonuglar, Ince Tabaka Kromatografi (TLC)
ve Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) yontemleri ile
degerlendirilmistir. Sentez irlini (3Z)-4- {4- [2-(dimethylamino) ethoxy]
phenyl} -3,4-diphenylbut—3-en-1-yl N,N-bis [2 (2,6 dioxomorpholin-4-yl)



ethyl] glycinate (TOR-DTPA) seklinde adlandirilmistir. Yap1 analizi ise Gaz
Kromatografi / Kiitle Spektrometre (GS — M S/ MY) ile yapilmistir.

TOR-DTPA *"T¢ radyoniiklidi ile kalay kloriir indirgeme y dntemine gore
isaretlenmistir. Baglanma verimi Ince Tabaka Radyo Kromatografi (TLRC) ve
kagit elektroforezi yontemleri kullanilarak % 95’in iizerinde belirlenmistir.
Biyodaglim ¢alismalar1 disi Albino Wistar siganlar iizerinde gerceklestirilmis
gram doku basma enjekte edilen doz degerleri hesaplanarak zamanla degisimi
incelenmistir. Tiim deneysel veriler SPSS 13 programi kullanilarak istatistiksel
degerlendirme yapilmistir.

#MT¢-TOR-DTPA bilesiginin meme dokusu iizerinde ER spesifik oldugu
ve ER+ meme tiimorlerini goriintiilemede yeni bir antiestrojen tiirevi hidrofilik

radyoligand olarak kullanilabilirligi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antiestrojen tiirevi rady ofarmasoétikler, Toremifene,

DTPA, *™Tc¢-TOR-DTPA, ER+ meme timoril.
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ABSTRACT

TOREMIFENE OF ATTACHED DTPA TO LABEL WITH *™Tc AND
INVESTIGATION OF ITS RADIOPHARMACEUTICAL POTENTIAL

YURT, Ayfer
Master Thesis in Nuclear Sciences
Supervisor : Yard. Doc. Dr. F. Ziimriit BIBER MUFTULER
December 2007, 67 pages

Toremifene [TOR; 4-chloro-1,2-diphenyl-1-(4-(2-(N,N-di-methylamino)
ethoxy) phenyl)-1-butene] is an antiestrogenic agent, the citrate form of which is
used in the treatment of breast and uterus cancer.

The aim of this study is to design a new antiestrogen derivative
hydrophilic radioligand for imaging ER+ breast tumours and to investigate its
radiop harmaceutical potential.

For this pumpose, TOR is extracted from citrate of the tablets and under
inert atmosphere a hydrophilic diethylenetriamine pentaacetic acid (DTPA) is
conjugated to TOR to increase estrogen receptor (ER) affinity for labelling with
#mre.

Results related to synthesis steps are evaluated with Thin Layer
Chromatography (TLC) and High Performance Liquid Chromatography
(HPLC). The synthesis product is called (TOR-DTPA) (3Z2)-4-{4-[2-
(dimethy lamino)ethoxy [pheny1}-3,4-dip heny Ibut—3-en-1-yl N,N-bis[2-(2,6-
dioxomorpholin-4-yl)ethyl]gly cinate. Structural analysis is performed with Gas
Chromatography /M ass Spectrometry (GS—MS/MS).
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TOR-DTPA is labelled with *™Tc using stannous chloride reducing
method. The binding efficiency is determined with Thin Layer Radio
Chromatography (TLRC) and paper electrophoresis methods (% 95 < ). The
biodistribution studies are performed on female Albino Wistar rats. The injected
dose per gram tissue is calculated and time-activity curves are examined. All the
experimental data are evaluated using statistical SP SS 13 program.
#MTcTOR-DTPA showed ER specificity especially in breast tissue and

may be used for imaging ER+ breast tumour as a novel antiestrogen derivative

hydrophilic radioligand.

Keywords: Antiestrogen derivative radiopharmaceuticals, Toremifene,
DTPA, *"Tc-TOR-DTPA, ER+ breast tumour.
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1. GIRIS

Giiniimiiziin en 6nemli saglik sorunlarmdan biri olan kanser; sik goriilmesi
ve Oldiiriiciili gliniin yiiksek olmas1 nedeniyle 6nemli bir halk sagligi sorunudur.
Istatistiklere gore her y1l diinyada 11 milyon, Tiirkiye’de ise 150 bin kisi kansere
yakalanmaktadir (Kanser Yikii Raporu, 2006). Kanser cesitleri ve daglim
incelendiginde, kadnlarda en sik goriilen tiir meme kanseridir. Bir kadinin
hayat1 boyunca meme kanserine yakalanma riski % 12.2°dir. Yani her 8

kadindan biri hayat1 boyunca meme kanserine yakalanabilir (Boring et al., 1993;
Kalan, 2005).

Meme tliimorleri estrojen reseptorii iceren (ER+) ve igermeyen (ER-)
olmak tizere iki smifa ayrilir. Meme tiimor hiicreleri ¢ogunlukla ER+’dir
(Strickland et al., 1990; Skaddan et al., 2000; Van DeWiele et al., 2000). Bu
reseptorlerin varligi antiestrojen ve estrojen bloklayicilarca hastaligin tedavisi

yapilmaktadir.

Kanserle miicadele ile ilgili her gegen giin yeni arastirmalar y apilmaktadir.
Uzun siiren ¢aligmalar sonunda elde edilen gelismelerden en ilgi c¢ekici olani;
1973 yilinda klinik kullanima sunulan meme kanserinde kullanilan nonsteroid
yapida bir antiestrojen ajan olan Tamoxifen (TAM ) dir (Fabian et al., 1981;
Kon, 1983; Shibutani et al., 2001; Pukkala et al., 2002). TAM meme dokusu
tizerine antiestrojenik etki gosterirken (Costa, 2001), serum lipidleri (Kalan,
2005), kemik (Love, 1994; Shibutani et al, 2001) ve endometrium ( Strickland et
al., 1990; Decensi, 1996; DeGregorio et al., 2000; Hunter and Luyt, 2000;
Pukkala et al., 2002; Kim et al., 2003; Kalan, 2005) iizerine belirgin estrojenik
etki gdstermekte ve buna baglh olarak TAM kullanan hastalarda endometrial

patoloji gelisme riski artmaktadir.



Baz1 estrojen bilesikleri hem agonist, hem de antagonist etkiye sahip
olduklarindan Selektif Estrojen Reseptor Modiilatérii (SERM) olarak
adlandirtlirlar. TAM tiirevleri SERM kategorisindeki antiestrojen ilaglar
arasinda olup, kanser hiicrelerini estrojensiz birakarak bu hiicrelerin biiyiime ve

cogalmalarni en gellemektedir (M cDonnell, 1999).

Literatiirde SERM kategorisindeki antiestrojen bilesiklere iligkin *H, ''C,
14C, 18F, 32P, 99mTc, mIn, 1231, 1251, 131I, rady oniiklidleri ile isaretli birgok ¢aligma
mevcuttur (Kon, 1983; Simberg et al., 1990; Sipila et al., 1990; Strickland et al.,
1990; Delpassand et al., 1996; Kruijer et al., 1997; White et al., 1997; Hunter et
al., 2000; Shibutani et al., 2001 ; Lashley et al., 2002; John et al., 2002 ; M iiftiiler
v.d., 2008).

TAM bilesiginin rahim iizerinde gosterdigi estrojenik etki nedeniyle yeni
ER spesifik ligandlarin gelistirilmesi olduk¢a 6nemlidir. Bir TAM tiirevi olan
Toremifene, [TOR 4-chloro-1,2-diphenyl-1-(4-(2-(N,N-di-
methylamino)ethoxy )phenyl)-1-butene] meme ve rahim kanserlerinin
tedavisinde sitrat formunda kullanilan, ER+ meme tiimorleri i¢in bir antitiimor
ajan olup; estrojen, antiestrojen reseptorlere egilimli bir trifeniletilen olarak
tanimlanmaktadir (Sipila et al., 1988; Szamel et al., 1990; Grenman et al., 1991;
Soe et al,, 1997; Pukkala et al., 2002; IBCSG, 2004; Harvey et al., 20006).
Shibutani ve arkadaglar1 (Shibutani et al., 2001) yaptiklar1 bir galismada; TOR
bilesiginin TAM bilesiginden daha diisiik gen toksisitesine sahip oldugu
sonucuna varmiglar ve endometrial kanser gelisimini Onleme alternatifleri
arasimnda TOR bilesiginin daha giivenli olacagni belirtmislerdir. Bu diisiince ile
ayni sonuca ulasan bircok arastirmaci bulunmaktadir (Gunderson, 1990; Kivinen
and Meanpaa, 1990; Sipila et al., 1990; Valavaara et al., 1990; Grenman et al.,
1991; Soe et al., 1997; DeGregorio et al., 2000; Jones and Kim, 2002; Kim et
al,, 2003; IBCSG, 2004). TAM bilesiginin tutulumu karacigerde yiliksektir



(Sipila et al., 1990; Strickland et al., 1990; Valavaara et al., 1990; Soe et al.,
1997; Kim et al., 2003). Ancak TOR ile yapilan ¢caligmalar karacigerde herhangi
bir tutulum gostermemistir (Kangas, 1990; Modig et al., 1990; Szamel et al.,
1990). Bu sonu¢ TOR bilesiginin daha ¢ok tercih edilme sebeplerinden biridir.
Yine bir grup arastirmaci yaptiklari ¢alismada TOR tiirevi bir bilesigin (FC-
1271a) rahimde estrojenik etki gostermedigi ve meme kanseri yanisira kalp
damar hastaliklar ile osteoporoz tedavisinde kullanilan diger antiestrojenlere

(TAM, Raloxifene) gore daha uygun oldugu sonucuna varmiglardir (DeGregorio
et al., 2000).

Kangas ve grubu (Kangas et al., 1989); TOR bilesigini hem "C hem de *H
ile isaretleyerek, bilesiklerin meme tiimorli sicanlarda biyodagilimimi
gergeklestirmis ve farmakokinetiklerini belirlemistir. Niklas ve arkadaslari
(Niklas et al.; 1990) ise *H ile isaretli TOR ile TAM bilesiklerinin sican
rahmindeki in vivo ve in vitro daglimlarmi incelemislerdir. *H ile baglanmanin
bilesigin para-konumundaki fenil halkasmnin 3. ve 5. pozisyonlarinda % 95
verim ile gerceklestigi goriilmiistiir (Sipila et al., 1990). Yine ayni ¢aligmada,
siganlar iizerindeki ¢alismalar sonucunda idrar ve diski ile atilan metabolitlerin
TOR bilesiginin insan idrar ve diskis1 ile atilan metabolitleri ile benzer oldugu
ve metabolik reaksiyonlarda TOR bilesigine ait klor atomunun kararli oldugu
gortilmektedir. “C ile isaretli TAM ve TOR bilesiklerinin sican karaciger
DNA’s1 iizerine etkileri hizlandirici kiitle spektrometri (Accelerator Mass
Spectrometry) yontemi ile karsilastirdmustir (White et al, 1997). %p
rady oniiklidi ile isaretleme sonrasinda TOR metabolitlerinin HPLC ile analizleri
yapilarak TAM metabolitleri ile kiyaslanmistir (Shibutani et al., 2001). Lashley
ve arkadaslar1 (Lashley et al., 2002) bir TAM tiirevi olan hidrofilik 4-hidroksi
TAM-DTPA bilesigini H ile isaretlemis ve hidrofilik bilesiklerin ER’lerine

baglanma egilimlerinin daha fazla oldugu sonucuna varmislardir. Bir baska



calismada ise PMTe ile isaretli TAM bilesigi N,S, bifonksiyonel selatlayici ajani
kullanilarak meme kanseri i¢in bir goriintiileme ajani olarak olusturulmus ve
bilesigin Relatif Baglanma Afinite (RBA) degeri koyun uterusu sitozollerinde
*H-estradiol ile inkube edilerek hesaplanmistir (Hunter et al., 2000). Ancak
tilkemizde TOR bilesiginin PMTe ile veya herhangi bir radyoizotop kullanilarak

radyoisaretli bilesigine rastlanilmamistir.

Bu calisma ile ER+ meme tlimorlerini goriintiilemede klinik
uygulamalarda kullanima sunulabilecek yeni bir antiestrojen tiirevi hidrofilik
radyoligand tasarmm amaglanmistir. Antiestrojen ligandin radyoniiklidle
baglanmasini kolaylastirmak ve yapiy1 hidrofilik hale getirerek estrojen reseptor
afinitesini artirmak icin hidrofilik bir grup olan dietilentriamin pentaasetik asit
(DTPA) bilesigi yapiya takilmis ve kalay kloriir (SnCl,) indirgeme metoduyla

#mTe rady oniiklidi ile isaretleme gergek lestirilmistir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1 Kanser ve Meme Kanseri

Kanser; ingilizcede ‘Yenge¢’ anlamina gelmektedir. Yenge¢ diismanini
kistirdiktan sonra; uzun, digli kollariyla sikica tutmakta ve yavas yavas
kemirerek yemektedir. Tedavi edilmedigi takdirde, insan1 giderek zayiflatip
halsiz diisiiren ve sonunda Oldiiren bu hastalifa, ‘Kanser’ adi verilmistir

(http:/www kanseroloji.com/kanser-nedir/). Biyolojik olarak kanser, viicudu

olusturan hiicrelerin kontrolsiiz ve anormal sekilde cogalmalar1 sonucunda
ortaya cikan bir hastaliktir. Hiicrelerde 6nce bulundugu yerde smirsiz bir
cogalma yetenegi, ardindan daha uzak yerlerde ¢ogalma yetenegi anlamima
gelen metastaz gelisir. Hiicrelerdeki bu yetenegin gelisimi genlerdeki mutasyon

denilen degisikliklere bagli kazanilmis islev bozukluguyla olusur.

Diinyada 2000 y1li i¢in; 22 milyon kanser vakasi, 10 milyon yeni kanser

vakasi, 6 milyon 6liim, 2002 yih icin; 10.2 milyon yeni kanser vakasi, 6.7

milyon 6lim tahmin edilmis ve 2020 yili i¢in; 10 milyon 6liim beklenmektedir.
Cinsiyete gore en ¢ok goriilen ve en dldiiriicii kanser tiirleri incelendiginde ise
erkeklerde prostat, akciger ve kalin bagrsak; kadinlarda ise meme, akciger ve

kalin bagirsak kanserleri hem tilkemizde hem de diinyada ilk siralarda karsimiza
cikmaktadir (Savas, 2006).

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir. Kanser
Oliimlerinin % 18’ini olusturmaktadir. Bir kadmn birey yasami boyunca 1 / 12
meme kanserine yakalanma riski tasimaktadir. Yasla birlikte goriilme riski
artmaktadir (Haydaroglu v.d., 2005). M eme kanserinin sebeplerinin basinda yas,
hormonlar ve kalitim gelmektedir. M eme hiicre veya dokularmdaki herhangi bir

hasarin 6zellikle kadinlarda meme kanserine yol agma riski oldukca yiiksektir.



Bunun en 6nemli nedenlerinden biri kadinlarn menstrual bir dongiiye sahip

olmalaridir (Heikkild, 2001; Haydaroglu v.d., 2005).

2.2 Hormonlar ve Steroid Hormonlar

Hormonlar, endokrin sistemde dokular aras1 haberlesmeyi saglayan
molekiiller olup kanda serbest veya proteinlere bagli olarak bulunurlar. Dolagim
sistemi i¢inde sinir sistemi dahil viicudun biitiin hiicrelerine taginir, reseptorlere
baglanarak bircok reaksiyonu baslatirlar. Reseptorler; hormon molekiileri
tarafindan aktive edilen, yiiksek afiniteli baglanma noktalar1 olup, ¢ogunlukla
glikoprotein yapisindadirlar, hormonu tanir ve baglarlar. Kan dolagimi igine
salgilanan hormonlar, duyarhh olan c¢esitli hiicrelerde kendilerine 06zgii
reseptorleri aktive ederek etki olustururlar. Yagda ¢ozilinen hormonlar steroid
yapili hormonlardir ve kolesterolden sentezlenirler. Steroid molekiiller disiler
tarafindan tretilen dogal estrojenlerdir. Steroid molekiilleri molekiiler yapilar
karbon atomlarindan olusan dort halkadan olusmaktadir (Guyton and Hall,
2001; http://www.nci.nih.gov).

2.2.1 Estrojenler

Estrojenler disilik 6zelliklerinin ve cinsel yolla ¢ogalmanm gelisimini ve
korunmasint uyaran molekiillerdir. Yumurtaliklardan salglanirlar, kadmnlarda
menstruel siklus, meme bezlerinin gelisimi ve ikincil cinsiyet Ozelliklerinin
diizenlenmesine katkida bulunurlar. Estrojenlerin en onemli iki hedef organi
iiremede esas rol oynayan meme ve rahimdir. Bu bolgelerin yanmi sira Sekil
2.1’de de goriildigi gbi beyin, kemik, kalp ve karacigerde de etkilidir
(http://www.nci.nih.gov).



Sekil 2.1 Estrojen hedef dokular1. (http:/www.nci.nih.gov).

Estrojenler; hedef dokular iizerinde hiicrelerin estrojen reseptdrleri (ER)
olarak adlandirilan parcalarina baglanarak etki gosterirler (Sekil 2.2). ER+ ve

ER- olmak {izere iki ¢esit meme tiimori bilinmektedir (Strickland et al., 1990;
Van deWiele et al., 2000; Skaddan et al., 2000).

Estrojen Reseptérii Pozitif-Negati f Meme Kanseri

Estrojen reseptoriipozitif 5 ey =
R
—

Estrojen reseptorii

Hiicre C ogalmast Hiicre C ogalmasi
 Estrojentarafmdan kontrol * Estrojen tarafindan kontrol

ediliyor. edilmiy or.
+ Tamoxifenledurdurul uyor. + Tamoxifen e durd urul ami yor.

Sekil 2.2 ER+ ve ER-’lerin hiicre i¢indeki davranisi.
(http://www.nci.nih.gov).

2.2.2 Estrojen ve meme kanseri



Estrojenlerin olusturdugu en ciddi tehdit meme ve rahimdeki hiicrelerin
cogalmasimi saglayarak kadinlarda meme ve rahim kanseri gelisimi riskini
artirabilmeleridir (Sekil 2.3). Hizla ilerleyen teknoloji sayesinde, ER’lerinin
belirlenmesi ile birlikte, bu hormonun etki mekanizmas1 hakkindaki bilgilerimiz
genislemis, fizyolojik ve patalojik sartlarda estrojenin rolii daha belirgin olarak
ortaya ¢cikmustir. Orta yasta bir kadinda, ergenlikten menopoza kadar kabaca 40
yil gectigi diisliniiliirse bu yiizlerce kez meme hiicrelerinin boliindiigi ve hiicre
Olimlerinin tekrarlandigin1 gosterir. Estrojen, dnceden mutasyona ugramis olan
meme hiicrelerin de ¢ogalma saglayacagidan kanser riski de bir o kadar

artacaktir (http://www.nci.nih.gov).

Mutasyona U grayan Hiicrelerin Estrojen Nedeniyle C ogalmasi

:
strojen uyarmasi S 1

™ -

Sekil 2.3 Mutajenik hiicrelerin estrojen uyarmmu ile davraniglari.

(http://www.nci.nih.gov).

2.3. Antiestrojenler ve Selektif Estrojen Reseptor Modiilatorleri (S ERMs)

Baz1 estrojen bilesikleri hem agonist, hem de antagonist etkiye sahip
olduklarmdan SERM olarak adlandirilirlar. Estrojen miktarmin normalden az
veya c¢ok olmast halinde, etki gosterdigi tiim sistemlerde osteoporozdan,

endometrium ve meme kanserine dek ¢esitli degisiklikler meydana gelmektedir.



Giiniimiizde estrojenin etkisini modifiye edebilen ve bu tip patalojik durumlarda
kullanilabilecek ajanlar mevcuttur. Bunlar antiestrojenlerdir. Antiestrojenler,
ozellikle kismi agonistik etkilerine dayanarak viicutta estrojenin etkilerini

ortadan kaldiran bilesiklerdir, genel olarak SERM diye adlandirilirlar.

TAM, meme kanseri tedavisinde ilk kullanilan standart bir antiestrojen
ajandir ve gesitli bolgelerde yiiksek estrojen aktivitesi gdsterir. Sican rahminde
TAM’a gore Oonemli derecede diisiik bolgesel aktivite gdsteren antiestrojen
ajanlar da (4-hydroksiTAM, trioxifen, LY117018, LY139481, TOR)
tanimlanmistir (Di Salle et al.,, 1990). Bu ajanlar meme kanseri tedavisinde
kullanilirken siiphesiz farkli sistemlerde de etki gostermekte, bu nedenle bazi
faydali ve =zararhh etkilere de sebep olmaktadir. Bir¢cok ¢aligmada
antiestrojenlerle estrojenlerin rahim gibi hedef organdaki ER’lerine baglanmak
icin yaristigina deginilmistir (Simberg et al., 1990). SERM ¢esitlerine birkag
ornek verilecek olunursa; TAM, TOR, Raloxifene, Arzoxifene, Droloxifene,
Idoxifene, Clomifene v.s. TAM ve TAM tiirevleri SERM kategorisindeki
antiestrojen ilaglar arasinda olup, kanser hiicrelerini estrojensiz birakarak bu

hiicrelerin bilyime ve ¢o galmalarin1 en gellemektedir.
2.3.1 Toremifene (TOR)

TOR bilesigi meme ve rahim kanserlerinin tedavisinde sitrat formunda
kullanilan bir antiestrojen ilagtir (Soe et al., 1997; Maenpaa et al., 2002; Kim et
al., 2003).

TOR, TAM m kimyasal tiirevi olan nonsteroid yapida bir antiestrojenik
ajandir. [UPAC adlandirma sistemine gore TOR; “4-chloro-1,2-diphenyl-1-(4-
(2- (N,N-di-methy lamino) ethoxy) phenyl)-1-butene” seklinde
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adlandirilmaktadir. TAM ve TOR bilesiklerinin molekiil yapilar1 Sekil 2.4°de

goriilmektedir.

Tamoxifen e \\\ Toremifene e

cHy ¢ ) =

e e
-
I T "
Ry xO/’\/’\‘kaa

7 . ///Fx
(:/ Y 3 /\’ CHa \J
R W ;/ /—I \J.f lbx‘
Sekil 2.4 TAM ile TOR bilesiklerinin molekiiler yapisi.

TOR, trifeniletilen tiirevi SERM kategorisinde yer almakta olup ER’lerine
kars1 hem agonistik hem de antagonistik 6zellik gosterme yetenegiyle birlikte

ozellikle ER+ kanserleri lizerine etkilidir (Kangas, 1990).

TAM’m ozellikle rahim iizerinde gosterdigi yan etkileri nedeni ile yeni
antiestrojenler gelistirme arayigsina girilmistir. Bu calismalar ile TAM’in
klorlanmis tiirevi olan TOR  bilesig ilk kez 1978’de Finlandiya’da
gelistirilmigtir. Yapilan klinik deneylerde bu yeni antiestrojenin umut verici
oldugu goriilmiis ve 1982 sonu 1983 basinda insanlar {izerindeki ilk ¢caligmalar

baslamistir (Kangas, 1990; Pukkala et al., 2002).

Birgok aragtirmaci, TOR bilesiginin TAM’a gore rahimde diisiik
estrojenik etki gosterdigini, memede ise daha yiiksek antiestrojenik etki
gosterdigini vurgulamistir (Grenman et al., 1991; Soe et al., 1997; DeGregorio
et al., 2000; Shibutani et al., 2001 ; Kim et al., 2003; EMEA, 2005; Harvey et al.,
2006). Shibutani ve arkadaslar1 (Shibutani et al., 2001) yaptiklar1 bir calismada;
TOR bilesiginin TAM bilesiginden daha diisiik gen toksisitesine sahip oldugu
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sonucuna varmiglar ve endometrial kanser gelisimini Onleme alternatifleri
arasinda TOR kullaniminin daha giivenli olacagmi belirtmislerdir. Bu sonucu
destekleyen birgok arastirma mevcuttur (Gunderson, 1990; Kivinen and
Meanpaa, 1990; Sipila et al., 1990; Valavaara et al., 1990; Grenman et al., 1991;
Soe et al., 1997; DeGregorio et al., 2000; Jones and Kim, 2002; Kim et al.,
2003; IBCSG, 2004). Yine bir grup arastirmact TOR tiirevi bir bilesik olan FC-
1271a’nin rahimde bir estrojenik etki gdstermedigini ve meme kanseri yanisira
kalp damar hastaliklar1 ile osteoporoz tedavisinde kullanilan diger
antiestrojenlere gore daha etkili oldugunu belirtmislerdir (DeGregorio et al.,

2000).

TAM bilesiginin karacigerde tutulumunun yiiksek oldugunu belirten
bircok c¢alisma mevcut iken (Sipila et al, 1990; Strickland et al., 1990,
Valavaara et al., 1990; Soe et al.,, 1997; Kim et al.,, 2003) TOR ile yapilan
caligmalarda karacigerde olumsuz bir etkiye rastlanmadig1 goriilmiistiir (Kangas,
1990; Modig et al., 1990; Szamel et al., 1990). Bu sonu¢ TOR bilesiginin daha

cok tercih edilme sebeplerinden biridir.

Deney hayvanlar1 (sigan, kopek, maymun, at) ve insanlar lizerinde yapilan
metabolizma ¢alisma sonuglar1 benzer olup sadece kiiciik spesifik fark liliklar
mevcuttur. Molekiildeki klor atomu kararli olup metabolik reaksiyonlar
esnasinda molekiilden kopmaz bu nedenle TAM bilesigiy le kimyasal olarak ayni1
ve benzer yolla metabolize olmalarina ragmen metabolitleri birbirinden faklidir.
TOR lipofilik bir bilesik oldugundan viicut boyunca dagilmaktadir (Kangas,
1990; Sipila et al., 1990).

2.4 Radyoisaretli Antiestrojenler
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Son yillarda radyoniiklidlerle isaretli estrojen bilesikleri yani sira ER
spesifik radyofarmasoétiklerin gelistirilmesi ¢alismalarina antiestrojen tiirevleri
de ilave edilmistir. Literatiirde radyoisaretli antiestrojenlerle ilgili yapilan
calismalara bakildiginda; SH, 11C, 14C, 18F, 32P, 99mTc, 111In, 1231, 7 ye P
radyoniiklidleri ile isaretli radyofarmasdtiklere rastlanilmaktadir (Kon, 1983;
Spila et al., 1990; Strickland et al., 1990; Simberget al., 1990; Delpassand et al.,
1996; Kruijer et al., 1997; White et al., 1997; Hunter et al., 2000; Shibutani et
al., 2001; John et al., 2002; Lashley et al., 2002; Miiftiiler v.d., 2008).

Lashley ve arkadaslarinca bir TAM tiirevi olan 4-hidroksiT AM bilesigine
DTPA ligandinin  baglanmasmi iceren uzun bir sentez ¢aligmasi
gerceklestirilmis, olusan bilesigin  ER  baglanma afinitesi *H-estradiol
kullanilarak degerlendirilmistir. Bu hidrofilik bilesigin ER zengin dokularda
TAM bilesigine gore daha yiiksek ER baglanma afinitesine sahip oldugu
goriilmiistiir (Lashley et al., 2002). Kedjouar ve arkadasglar1 TAM 1 *H ile
isaretleyerek hazirlanan bilesik ile meme tiimor hiicreleri tizerinde calismigtir
(Kedjouar et al., 2004). Bir baska ¢aligmada ise PN ile isaretli TAM bilesigi
N,S, bifonksiyonel selatlayici ajani kullanilarak meme kanseri i¢in bir
gorlintiileme ajan1 olusturulmus ve bilesigin Relatif Baglanma Afinite (RBA)
degeri koyun uterusu sitozollerinde *H-estradiol ile inkiibe edilerek
hesaplanmigtir (Hunter et al., 2000). TAM bilesiginin etki mekanizmasinin
arastirilmas1 ve radyoisaretli estradiol kullanimma gore daha kullanigli olan
radyoisaretli TAM terapisinin etkisi hakkinda daha dogru bilgi edinmek igin
hidrofilik bir bilesik olan '''In-DTPA-TAM bilesigi ile calisilmis ve
rady oisaretli bu bilesigin, yumurtalik ve rahim kanseri teshisinde ER+ tiimorleri
gortintiilemede kullanilabilecegi ve meme tiimorii gelisimini azaltabilecegi
yoniinde olumlu sonuglar verdigi goriilmiistiir (Delpassand et al., 1996). Van

DeWiele ve grubu bir antiestrojen reseptor radyoligandi olarak 2L iy odometil-
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N,N-dietiltamoxifen bilesigini segerek biyodaglim ve dozimetrik c¢alismalar
yapmustir (Van DeWiele et al., 1999). Iki yil sonra bu bilesigin ilk evredeki
meme kanseri i¢in in vivo gorlintiileme potansiyelini saptama g¢aligmalari
yapimistir (Van DeWiele et al., 2001). De Vos ve arkadaslar1 bu radyoligandin
HPLC yontemi kullanarak insan plazmasindaki daglimmni incelemislerdir (De
Vos et al., 2001). Bu calismalara ilave olarak Miiftiiler ve grubu ise TAM 1

iodojen yoOntemine gore By

ile isaretlemis ve biyodagilim sonuglar1 ile
rahimdeki tutulumun dikkat cekici oldugunu gostermislerdir (Miiftiiler v.d.,
2008). Bir bagka arastirma ise uzun yar1 Omiirlii radyoizotop olan C ile isaretli
TAM’in meme ve rahim kanseri hastalarinda terapotik doz daglimim
icermektedir (Martin et al,, 2003). Young ve arkadaslari, Pozitron Emisyon
Tomografi (PET) ile goriintiilemede kullanilmak {izere yeni antikanser ilaglarin
gelisgimi i¢in 7 ve B dle isaretli iki ayr1 idoxifene bilesigi sentezlemis, bu
bilesiklerin biyodagilimlarin1 ve dinamik davranislarinit meme tiimérlii siganlar

tizerinde incelemislerdir (Younget al., 1995).

TOR bilesigi hem "'C hem de *H ile isaretlenerek, bilesiklerin meme
tlimorlii sicanlarda biy odagilimi ve farmakokinetigi belirlenmistir (Kangas et al.,
1989). Niklas ve arkadaslar1 (Niklas et al., 1990) ise *H ile isaretli TOR ile TAM
bilesiklerinin si¢can rahmindeki in vivo ve in vitro daglmmlarmi incelemislerdir.
TOR bilesiginin H ile baglanmasinin bilesigin para konumundaki fenil
halkasmnin 3. ve 5. pozisyonlarinda % 95 verim ile gerceklestigi goriilmiistiir
(Sipila et al.,, 1990). Yine aymi c¢aligmada sicanlar {izerindeki c¢aligmalar
sonucunda idrar ve digki ile atilan metabolitlerin TOR bilesiginin insan idrar ve
diskist ile atilan metabolitleri ile benzer oldugunu ve metabolik reaksiyonlarda

TOR bilesigine ait klor atomunun kararli oldugu goriilmektedir.

“Cile isaretli TAM ve TOR bilesiklerinin sigan karaciger DNA’s1 lizerine

etkileri hizlandric1 kiitle spektrometri (Accelerator M ass Spectrometry ) y ontemi



14

ile karsilagtirilmistir (White et al., 1997). p radyoniiklidi ile isaretleme
sonrasinda TOR metabolitlerinin HPLC ile analizleri yapilarak TAM
metabolitleri ile karsilastirilmigtir (Shibutani, 2001). Diinyada ve iilkemizde ise
TOR bilesiginin MTe le radyoisaretli bilesigi deneysel veya klinik olarak
caligilmamustur.

2.5 Teknesyum-99m (*’™Tc) Kimyasi

Teknesyum; atom numarast 43 olan VIIB grubu metal olup, periyotlar
cetvelinde ilk kesfedilen sentetik elementtir. Italyan bilim adamlar1 Carlo Perrier
ve Emillio Segre tarafindan 1937 yilinda siklotronda molibdenin (M o) déteryum
ile bombardimani sonucunda elde edilmistir. **Mo bir nétron yakalay arak
99Mo’ya dontsiir. Mo yaklasik 67 saat yar1 Omiir ile negatif beta bozunmasi
yaparak Teknesyum-99m (99mTc)’ye doniisiir. Rady ofarmasoétik kitlerinin ¢o gu;
jenerator vasitasi ile kolay elde edilmesi, kisa yar1 6mrii, dedekte edilebilen ve
diisiik gama enerjisi nedenleri ile #"T¢ kullamlarak hazirlamr. ™ Tc; Mo /
#™T¢ jeneratdriinden perteknetat (*""TcO,") formunda elde edilir. Mo 740 - 780
keV enerjili beta bozunumu ile % 87’si 99mTc’ye, % 13’1 99Tc’ye dontistir. PN
yart dmrii 6,0067 saat olup 140,5 keV gama sacarak izomerik gegcis ile 99Tc’ye
dontisiir. #Tc beta sacilimi ile ve 2,14 x 10° yil yar1 Omiirle 99Ru’ya dontsiir. —1
ile +7 arasinda sekiz oksidasyon hali vardir. Tc +7 ve +4 degerligi en kararh
halidir. +7 degerli hali diger bilesiklerle dogrudan birlesmez. Bunun icin daha
alt oksidasyon diizey lerine indirgenmelidir. Cesitli indirgen ajanlar kalay kloriir,
kalay sitrat, kalay tartarat, sodyum borhidrit, demir siilfat v.b. bu amacgla
kullanilmaktadir (Argonne National Laboratory, 2005; Morillon et al., 2004;
http ://www.bookrags.com/).

2.5.1. "™ Tc isaretli bilesiklerin kalite kontrolii
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PMTe; kitteki ligand ad1 verilen ve 6zgiil bir organ sisteminde lokalize

olmak iizere gelistirilmis substrat molekiiliine tutunur. Rady ofarmasotigin etkili
olabilmesi i¢in ™ T¢’nin ¢ogunun ligandla baglanmasi (> % 95) ve iiriin i¢inde
serbest *T¢’nin cok diisiik miktarda kalnus olmasi gerekir. Isaretleme

P"Te de diisiik diizeyde

isleminin bir diger yan {riinii olan indirgenmis
bulunmalidir. Hem serbest hem indirgenmis Mg, gortintiilerde yanlig taniya
neden olabilecek ya da degerlendirmeyi giiglestirecek safsizliklar olusturabilir.
Hazirlanan radyofarmasoétiklerin -+ herbiri  hastalarda kullanilmadan 6nce
rady okimyasal saflik yOniinden test edilmelidir. Teknesyum
radyofarmasotiklerinin - kalite kontrolii i¢cin ¢esitli kontrol prosediirleri
gelistirilmistir. En sik kullanilan kalite kontrol yontemleri; ince tabaka
kromatografisi (TLC), kagit elektroforezi ve yilksek performansh sivi
kromatografisi (HPLC) y&ntemleridir (Theobald, 1989; Unak P., 2003).

2.5.1.1 ince tabaka kromatografisi (Thin layer chromatography):

Ince tabaka kromatografisi (TLC), en ¢ok kullanilan kromatografik teknik
olup bir katr - sivi adsompsiyon kromatografisidir. Destek madde {izerine
homojen olarak kaplanmis bir adsorban tabakasi iizerine, mikrolitre (uL)
diizeyinde uygulanan madde karisimlarmin uygun ¢Oziici veya ¢ozlci
karigimlar1 yardimiyla ayrilmasidir. TLC plakalari, destek maddesi (aliiminyum,
plastik, cam gibi) iizerine bir adsorbanin (seliiloz, silikajel ve aliiminyum oksit
gibi maddeler) kaplanmasiyla olusturulmus plakalardir. Sabit faz, c¢esitli
boyutlardaki destek materyal iistline, ince bir tabaka halinde sivanmis kati
adsorban maddedir. Bu yontemde hareketli fazin sabit faz iizerinden ilerleyisi,
asagidan yukar1 dogru olur. Coziicii kilcallik etkisi ile i¢erisine daldirilan TLC
splakas1 iizerinde yiirlir ve plakanin alt kesimlerine bir kapiler ile 6nceden
damlatilmig olan karigimi da farkh hizlarla yukariya siirtikler. Ayirim bu sekilde

saglanmis olur. Yiiriime hizi1 maddenin, kat1 fazin ve ¢oziiciiniin polaritesine
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baghdir. Polar maddeler, ¢oziicli / adsorban madde ikilisinden daha polar olan
ile daha sik1 etkilesim gosterirler. Coziiciiniin ilerleme seviyesi plaka boyunun
yaklagik % 90'ma ulastiginda, kromatogram c¢oziicliden ¢ikarilir. Baslangig
cizgisi ile ¢Oziiclinliin son seviyesi arasindaki mesafe Ol¢iiliir (Skoog, 1998;

Giindiiz, 2002; Grillini, 2006).

Her bir bilesenin tagmim mesafesi Ry (relative front) degeriyle ifade edilir.
Bu deger; her madde i¢in adsorban, destek madde ve ¢oziicliye bagl olarak ayirt
edici bir oOzelliktir. Bu mesafeler orijinden c¢oziiciiniin gittii nokta ve
bilesenlerin konsantre oldugu mesafe orijinden olgiilerek gerekli sekilde tespit
edilir. Radyofarmasétiklerin kalite kontroliinde Ry degerleri rady ofarmasotigin

radyokimyasal safligimin hesaplanmasinda Onemli bir degerdir (Theobald,
1989).

2.5.1.2 Kagit elektroforezi

Elektroforez, bir ¢ozeltideki iyonlarm elektriksel bir alanin etkisi altinda
yaptiklar1 hareketi anlatmak i¢in kullanilir. Maddelerin ortamdaki hareketi
elektriksel alanin etkisiyle meydana gelir. Iy onize olabilen maddeler birbirinden
ayrilir, lyonize olmayan maddeler ise harek et etmezler
(http://www.accessscience.com/). Bu teknikte, iki boliimden olusan elektroforez
kabmnm her bir bo liimii ayni tampon ¢dzeltisiyle doldurulur. Onceden bir pargasi
tampon ¢ozelti ile nemlendirilen bir filtre kagid1 her iki ucu tampon ¢ozeltiye
batacak sekilde yerlestirilerek ornek, nokta seklinde kagidin ortasma damlatilir.
Sistem kiivetlere daldirilmig olan elektrotlar ile bir elektrik devresine baglanir.
Devre agilarak tamponu olusturan madde iyonlarmin hareketinden dolay1
tamponla 1slatilmig kagt iki elektrot bdlme arasinda bir koprii olusturur. Devre
kapatildiginda kagidin bir ucu anot (+) diger ucu ise katot (-) yikle yiiklenmis

olur. Kagidin ortasina uygulanan karigimdaki maddeler sivi ortamda iyonize
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olur ve (+) yikli iyonlar katoda, (-) yiiklii iyonlar ise anoda dogru hareket
ederler. Elektroforez teknigi daha cok notr, asidik ve bazik amino asitlerin

ayriminda kullanilir (Skoog, 1998).
2.5.1.3 Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performansli sivi  kromatografisinde hareketli faz srvidir.
Maddelerin herhangi bir ¢oziiciide ¢ozlinmesi yeterlidir. Kolon uygun bir
adsorbanla doldurulmus ise temel olarak adsorbsiyon mekanizmasi gozlenir.
Partisyon = mekanizmast i¢in  apolar bir hareketsiz faz = gaz-sivi
kromatografisindeki (GSK) gbi porlu bir inert madde lizerine adsorpsiyon
yoluyla veya kimyasal baglarla film seklinde kaplanir. Kalin cam veya
paslanmaz ¢elik kolonlarin i¢ ¢ap1 3 - 5 mm, boyu 10 - 25 cm’dir. Bu kolonlarin
tabaka sayilart ise 40000 - 100000 tabaka / m kadardir. Kolonlara, uygun akis
hizlar1 elde edebilmek i¢in bir pompa yardimiyla hareketli sivi faza 6000 psi (1
b/ inz) kadar basmng uygulanabilmektedir. I¢ine hareketsiz faz yerlestirildikten
sonra hareketsiz faz ile kismen doyurulmus hareketli faz kolon i¢ine pompalanir.
Birka¢ saat bu halde birakilip hareketsiz fazin kolon i¢indeki konsantrasyonu
sabit hale getirildikten sonra ayrilmasi istenen karigim, kullanilan hareketli fazda
¢Ozlinmiis halde kolonun basindan enjekte edilir. Esas itibariyle partisyona
ugrayarak ilerleyen ve birbirinden ayrilan maddeler kolonu terkedip
dedektorden gectikten sonra bir kap icinde toplanir. Sonuglar kayit cihazindaki
kagida pikler seklinde kaydedilir. HPLC metodu radyofarmasdtiklerin kalite
kontroliinde yaygmn olarak kullanilmaktadir. Belirli kosullarda verilen
maddelerin kolonda alikonma siireleri (R,) kimyasal o6zellikleri nedeni ile
birbirlerinden farklihk gdstermesi ile ayrim gerceklestirilmektedir (Theobald,

1989; Giindiiz, 2002; Ahuja, 2006).
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3. MATERYAL VEMETOD

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

3.1.1 Kullanilan kimyasallar

TOR (Abdi Ibrahim Ilag San. ve Tic. A.S.),
Sodyum perteknatat (Na99mT cO4) Monrol A.S.),
Kalay kloriir dihidrat (SnCl,.2H,0) (M erck),
Dietilentriamin pentaasetik asit (DTPA) (dianhidrid) (Sigma),
Asetonitril (CH;CN) (M erck),

Aseton (CH;COCHj3) (M erck),

Potasyum karbonat (K,CO3) (M erck),
Kloroform (CHCl;) (M erck),

Trietil Amin (TEA) (Merck),

Metanol (CH;OH) M erck),

Etanol (C,HsOH) (M erck),

Dipotasyum hidrojenfosfat (K,HPO,4) (M erck),
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,4) (M erck),

Anti koagiilan sitrat dekstroz ¢ozeltisi (ACD) (Eczacibasi / Baxer),
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n-oktanol (M erck),

pH=7 Tamponu (M erck),

pH= 10 Tamponu M erck),

Metil Etil Keton (M EK) (M erck),
Serum Fizyolojik (SF) (% 0.9 NaCl ¢ozeltisi),
Siklohekzan (M erck),

M erkaptaetanol (Fluka),

Triton X100 (Sigma),

Tween 80 (Sigma),

ITLC-SG (Merck-5554),
Elektroforez Kagid1 (Whatman 1).

3.1.2 Kullanilan cihazlar

e RAD-501 Cd(Te) tek kanall1 sayim sistemi (E. U. Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal),

e HPLC Shimadzu (LC-10Atvp quaterner pompal, SPD-10AV UV
dedektorlii, FRC-10A fraksiy onlama kollektérii) (E. U. Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uy gulamalar Anabilim Dali),

e (Gaz Kromatografi / Kiitle Spektrometre (GS - MS / MS), [GC — Varian
Star 3400 CX, M S — Varian Saturn 2000 (GC — M S/ MS (Ion Trap))]
(Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Fen Fakiiltesi, Kimya Boliimii),
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e Kagt Elektroforezi (Gelman) (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dal1),

e UV lamba (GI15T8 15W Germicidal Lamp UV-C) (E. U. Niikleer
Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali).

3.2 Kimyasal Sentez Basamaklan
3.2.1 TOR (Sitrat) bilesiginin ekstraksiyon yontemi ile saflagtinlmasi

Bir antiestrojen olan TOR bilesigi ticari olarak sitrat formunda temin
edilmistir. Yapidan sitratin uzaklastirilmas1 daha sonraki deneysel asamalarda
sorunlar yasanmamasi i¢in gerekli bir asamadir. Bu yiizden bilesik siklohekzan
ile ekstrakte edilerek TOR saflandirilmigtir. Bu amagla 15 tablet TOR (3 mg), 3
mL metanolde ¢oziilerek 3 dakika 2000 rpm’de santrifiijlenmistir. Ust faz
alinarak ¢okelege ayni islemler uygulandiktan sonra tekrar list faz alinmustir.
Her iki iist faz ayn1 kap igerisinde toplanmis ve ¢dziicii ugurulmustur. Elde
edilen beyaz renkli ¢okelege 30 mL pH = 10 tamponu ilave edilmis ve i¢erisinde
asili partikiiller bulunan bulanik bir ¢ozelti elde edilmistir. Daha sonra 10 mL
siklohekzan ile bu ¢ozelti ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon sonucunda iist faz
alinarak ¢Oziicli ugurulmustur. Coziiciiniin buharlasmasi ile hindistan cevizi
gorlinlimiinde beyaz c¢okelekler halinde sitrat icermeyen saf TOR bilesigi elde
edilmistir (Sekil 3.1). Daha sonraki sentez basamaklarinda kullanilmak tizere -

20 °C’de derin dondurucuda saklanmustir.
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Sekil 3.1 TOR (Sitrat) bilesiginin ekstraksiyon ydntemi ile saflagtirilmasi.
3.2.2 TOR-DTPA bilesiginin elde edilmesi

Bu sentez basamagida ekstrakte edilen TOR bilesiginden 22 mg (0.05
mmol) iki boyunlu bir balona alinip, iizerine 42 mg (0.12 mmol) DTPA
eklenerek 10 mL aseton ilave edilmistir. Reaksiyon i¢in hazirlanan sistem Sekil
3.2°de goriilmektedir. Reaksiyon esnasinda olusan hidrojen kloriirii ortamdan
uzaklastirmak icin 10 mg (0.069 mmol) K,CO; eklenmistir ve inert atmosferde
oda sicakliginda 24 saat karistirilmistir (Sekil 3.3). Reaksiyon boyunca aseton
buharlastigindan ortama stirekli aseton ilave edilmistir. TOR-DTPA bilesiginin
ACD / Name to Structure Version 6.0 for Microsoft Windows Programi ile
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) adlandirma
sistemine gore adlandirilmasi “(32)-4-{4-[2-(dimethylamino) ethoxy] phenyl}-
3,4-diphenylbut - 3-en-l1.yl NN — bis [2-(2,6-dioxomorpholin-4-
yl)ethyl]gly cinate” seklind edir.
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Sekil 3.2 TOR-DTPA bilesiginin sentezi sirasinda kurulan diizenek sistemi.
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Sekil 3.3 TOR-DTPA bilesiginin sentezi.

3.3 inaktif Bilesenler (TOR, DTPA, TOR-DTPA) i¢in Kullamlan

Kromatografik Yontemler



24

TOR, DTPA, TOR-DTPA maddelerinin kalite kontrolii Ince Tabaka Kagit
Kromatografi (TLC), Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC)

yontemleri ile gerceklestirilmistir.
3.3.1 TLC yontemi

TLC icin silikajelle kaph, kalmliklart 0.1 mm olan 20 x 20 cm
boyutlarindaki alimiinyum tabakalar (Merck 5554) kullanilmis ve bu tabakalar
1.5 x 10 cm’lik seritler halinde kesilmistir. Hazirlanan seritlerin iizerine
tabandan 0.5 cm yukariya kapiler yardimiyla inaktif bilesenler damlatilmustur.
Maddelerin uyguland1@ bu seritler igerisinde ¢oziicii olarak 9 : 1 oraninda
aseton : su karistmi bulunan TLC tankina konmustur. Tanktaki ¢dziiclinlin
seritlerin yaklasik % 90’1 kadar ilerlemesinden sonra seritler kiivet ic¢inden
cikartilip oda sicakligmda kurutulmustur. Kurutulan TLC seritlerine UV lamba
altinda bakilmis ve bilesenlerin ¢6z gen igerisinde ilerleme mesafelerinin ve Ry
degerlerinin birbirinden farkli oldugu goriilmiistiir. Bu basamaga iliskin sonuglar

4. Bolim’de yer almaktadir.
3.3.2 HPLC yontemi

Bu c¢alismada wuygulanan kromatografik kosullar Cizelge 3.1°de
verilmistir. C-18 kolon kullanilarak bu kosullarda inaktif TOR, DTPA, TOR-

DTPA bilesenlerine ait kromato gramlar 4. Béliim’de verilmistir.

Cizelge 3.1 HPLC yo6nteminde uy gulanan kromatografik kosullar.

EC 250 / 4.6 NUCLEODUR
100 — 5 C18 (250 x 4.6 mm
[.D.) Analitik kolon (M acherey
Kolon - Nagel)




25

Akis hizi 1.5 mL / dak

Dalga boyu | 240 nm ve 280 nm

Mobil faz | % 80 Asetonitril ¢ozeltisi
Sicaklik 30°C

3.4 Yap1 Analizi

Giiniimiizde gaz kromatografi cihazlari, dogrudan taramali bir kiitle
spektrometrisine bagh sekildedir. Kromatografi cihazindaki akis hizi kiitle
spektrometresinin tarama hizina gore ayarlanarak kolondan c¢ikan fraksiyonlar
oldugu gibi kiitle spektrometresi iy onlagtirma hiicresine gider. Gaz kromato grafi
cihazlarinda kullanilan en basit dedektor elektron yakalama dedektoriidiir. Bu
cihazda eliie edilen numuneden elektron darbesiyle veya kimyasal iy onlagtirma
metodu ile iyonlar olusturulur ve bu iyonlar radyofrekansli alanda toplanir.
Toplanan iyonlar bir elektron ¢ogaltict dedektore gonderilir ve burada kiitle /
yik oranina gore kaydedilir. Kiitle spektrometre ile birlestirilmis gaz
kromatografi cihazlar1 yiizlerce biyolojik ve dogal karisimlar i¢cinde bulunan
bilesenlerin belirlenmesinde kullanilmistir. Tandem kiitle spektrometri (MS /
MS), GC /MS ve LC / MS ile ayn1 avantajlar1 saglamaktadir, ancak bunlardan
cok daha hizhidir (Skoog, 1998; Giindiiz, 2002). Orneklerin GC - MS / MS
spektrumlar, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Fen Fakiiltesi Kimya
Boliimii’nde [GC — Varian Star 3400 CX, M S — Varian Saturn 2000 (GC - MS/
MS (Ion Trap))] cihazinda alimmistir. Mihailescu ve arkadaslarinca kullanilan
method referans olarak kullanilmistir (Mihailescu et al., 2000). Cizelge 4.2°de
ise TOR-DTPA bilesigine ve cesitli fragmanlarina ait GC - MS / MS

spektrumlarindaki gozlenen m/ z degerleri verilmistir (m: kiitle, z: yiik).

3.5 Isaretleme Yéntemi
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" Tc-DTPA, *Tc-TOR-DTPA, *TcO, ve Indirgenmis teknesyum
(ind.”’"Tc) bilesiklerine ait R; degerlerini, elektroforez sonuglarmni iceren
cizelgeler, TLRC kromatogramlar1 ve elektroforez diyagramlari 4. Bolim’de

verilmistir.
3.5.1 ™ Tc-DTPA ¢ozeltisinin hazirlanmasi

1 mg DTPA (dianhidrid) 1 mL saf suda c¢oziilerek stok cozelti
hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden 100 pg almip tizerine 100 pL SnCl, (1 mg
SnCl,.2H,0 / 1 mL H,O) ilave edildikten sontra 1 M NH; ile pH = 5’e
ayarlanmustir. Uzerine 0.1 mL 37 MBq (1 mCi) ”"TcO, ilave edilerek 20
dakika oda sicakhiginda inkiibe edilmistir. Spesifik aktivite yaklagik olarak
145.54 GBq / mmol olarak hesap lanmistir.

3.5.2 ”™Tc-TOR-DTPA ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Sentez sonucu elde edilen TOR-DTPA’dan 1 mg almip 10 mL asetonda
coziilerek (1 mg/ 10 mL) stok ¢ozelti hazirlanmistir (pH = 5). Buradan 1 mL
(100 pg) almip tizerine 40 uL Tween-80 ve 100 pL kalay kloriir ¢ozeltisi (1 mg
SnCl,.2H,0 / 1 mL 0.1 M HCI) ilave edilmistir. Cozeltinin pH degeri 1 M
NaOH ile 5°e ayarlanarak 0.1 mL 37 MBq (1 mCi) **"TcO,  ilave edilmis ve 20
dakika oda sicakliginda  inkiibe edilerek isaretleme  reaksiyonu
gerceklestirilmistir.  Spesifik  aktivite yaklasik 28244 GBq / mmol

hesap lanmustir.
3.6 Radyoisaretli Bilesiklerin Kalite Kontroliinde Kullamlan Yontemler

3.6.1 Kagit elektroforezi yontemi
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Elektroforez iglemi 1.5 x 24 cm boyutlarinda kesilmis Whatman kagitlar
kullanilarak  gerceklestirilmistir. Kagitlarmm pozitif ve negatif uglar
isaretlendikten sonra kagtlar banyo c¢ozeltisi olan serum fizyolojik (SF)
cozeltisinde 1slatilarak elektroforez kabima yerlestirilmistir. Ardindan kagtlarin
orta noktas1 uy gulama noktasi secilerek 10’ar pL’lik **" Tc-DTPA, *"Tc-TOR-
DTPA, 99mTcO4', ind " Tc Srnekleri damlatilmistir. 50 dakika bouyunca 250
Volt potansiyel fark altinda elektroforez islemi gerceklestirilmistir. Islem
tamamlandiktan sonra kagitlar eletroforez kabindan cikarilarak oda sicakliginda
kurumaya birakilmigtir. Kuruyan kagitlar 1’er cm seklinde pargalara bo liinerek
Cd(Te) dedektorii ile aktiviteleri Olciilmiistiir. Elde edilen sonuglarla parca
sayisina karsi aktivite grafikleri g¢izilerek oOrneklerin yiikleri hakkinda bilgi
edinilmis ve dolayisiyle isaretlenme verimi hakkinda fikir edinilmistir. Bu

yontemle yapilan ¢alismalar 3’ er kez tekrarlanmistir.

3.6.2 ince tabaka radyo kromatografi (TLRC) yontemi

P T¢ ile isaretli bilesiklerin, > TcO,” ve ind. *" Tc i¢in TLRC yéntemi ile
kalite kontrolii, Boliim 3.3.1°de ifade edilen TLC uygulamasi seklinde olup oda
sicakliginda kurutulan seritler yapigkan bir bantla kaplanarak orijinden itibaren
0.5 cm parcalar halinde kesilmistir ve her bir parcanmn aktivitesi Cd(Te)
dedektorii ile sayilmistir. TLRC banyo ¢ozeltisi olarak SF kullamilmustir. **™ Tc
ile isaretli bilesenlerin, **"TcO, ve Ind. " Tc ’a ait Rf degerlerini igeren
Cizelge 4.5°de yer almaktadir. TLRC kromatogramlar1 ise swrasiyla Sekil 4.5,
4.6 ve 4.7°dir. TLRC banyosu olarak SF ¢o6zeltisi yanisira; aseton, aseton-su
(9:1), ACD, kloroform-siklohekzan-TEA-etanol (25:20:5:1), etanol-su (7:3),
merkaptaetanollii ¢ozeltiler de kalite kontrol ¢aligmalari1 i¢in banyo ¢ozeltisi

olarak denenmistir.
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3.7 n-Octanol /Su Oranin Bulunmasi (Lipofilite)

Lipofilite maddenin yagda ¢oziinme egilimininin Slgiisiidiir ve lipid / su
oran1 seklinde partisyon katsayis1 olarak ifade edilir. Bu katsay1 ne kadar
biiyiikse; maddenin lipid membrandan absorpsiyonu o kadar fazla olur
(Ozyazgan, 2002). Kimyasal bilesikler icin yag, petrol, lipid ve hekzan, toluen,
oktanol gibi apolar ¢ozgenlerde ¢coziinme yetenegini gosterir (Theobald, 1989).

Bir santrifiij tiipline esit oranlarda n-oktanol ve pH = 7 tamponu
koyulduktan sonra ?"T¢ ile isaretli rnekten 0.1 mL almarak bu karisima ilave
edilip dnce 1 dakika vortekslenerek 2500 rpm’de 30 dakika santrifiijlenmistir
(Zhang and Wang, 2001). Santriflij sonrasinda fazlara ayrilan bu karigimin {ist
ve alt fazlarindan 100’er pL almarak aktiviteleri Cd(Te) dedektorii ile
sayilmistir. Ayni1 iglemler ii¢ kez tekrarlanmistir. Elde edilen deneysel ve teorik

sonuglar 4. Boliim’de yer almaktadir.
3.8 Serumda S tabilite

Serumda isaretli bilesigin davranisi izlenmistir. Bu amagla **" Tc-TOR-
DTPA’dan 100 pL (10 pg) alinip 300 uL kan serumuna eklenmis ve 24 saat 37
’C’de inkiibe edilmistir. Belirli zaman araliklar1 ile 6rnekler alimmis ve TLRC
yontemi ile isaretli bilesigin kan serumundaki seyri izlenmistir. Bu boliime ait
deneysel calisma ii¢ kez tekrarlanmistir. Bu ¢aligmaya ait sonuglar 4. Boliim’de

bulunmaktadir.

3.9 Disi Albino Wistar Sicanlar Uzerinde Yapilan Biyodagihm Cahsmalan
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Biyodaglim i¢in 18 adet disi Albino Wistar sican kullanilmigtir. 1 mL
(100 pg) TOR-DTPA almip iizerine 40 pL Tween-80 ve 100 pL kalay klortir
¢ozeltisi (1 mg SnCl,.2H,O / 1 mL 0.1 M HCI) ilave edilmistir. Cozeltinin pH
degeri 1 M NaOH ile 5’¢ ayarlanarak 0.6 mL 740 MBq (20 mCi) *" TcO, ilave
edilmis ve 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edilerek isaretleme reaksiy onu
gerceklestirilmistir. Bu ¢ozelti 0.22 pm’lik steril milipor filtreden gegirilmis ve
kullanima hazir hale getirilmistir. Siganlarin yarisina reseptor doyurma islemi
yapilmis, diger yarisina ise yapilmamistir. Her hayvana kuyruk veninden 0.2 mL
(4 png) ”"Tc ile isaretli TOR-DTPA enjekte edilmistir. Reseptdr doyurma
yapilanlarin herbirine ise 0.2 mL (40 pg) ekstrakte edilmis saf TOR bilesigi

enjekte edildikten 15 dakika sonra **" T¢ ile isaretli TOR-DTPA enjekte
edilmistir.

Enjeksiyon oncesinde ve sonrasinda enjektor aktiviteleri Cd(Te) dedektorii
ile sayilmistir. Sicanlar 30., 60. ve 240. dakika sonunda eter ortaminda sakrifiye
edilerek 6nceden daralar1 alimmis olan kiigiik kaplar igerisine belirlenen organlar
alinmistir. Her organa ait tartim degeri ve aktiviteleri Cd(Te) dedektoril ile ikiser
kez alinmistir. Aktivitelerinin ortalamalar1 alinmis ve her bir organ i¢in gram
basina diisen doz degerleri (% ID / g) hesap lanmistir. Bu veriler kullanilarak

Excel programmda zamana kars1 biyodagilim grafikleri elde edilmistir.
3.10 Istatistik Analizler

Biyodagilim ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen veriler SPSS 13 program
kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmeye ¢alisilmistir. Bu amagla tiim
verilerin varyans analizleri (Univariate Variance Analyses) yapimis ve
uygulanan isaretli bilesik ile organlar arasindaki iliski Pearson Korelasyonu
uy gulanarak degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonuglarna iligkin bilgiler 4.

Bolim’de bulunmaktadir.
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4. BULGULAR VE TARTIS MA

4.1 Inaktif Bilesenler (TOR, DTPA, TOR-DTPA) icin Kullanilan

Kromatografik Yontem Sonugdan
4.1.1 TLC yontemi ile elde edilen R; sonuglari

Cizelge 4.1°de goriildigi gbi sentez iirtinii olan TOR-DTPA’nin R
degerinin TOR ve DTPA’nin R; degerlerinden farkli olmasi sentez

reaksiyonunun gerc¢eklestigini gdstermektedir.

Cizelge 4.1 TOR, DTPA ve TOR-DTPA bilesiklerinin aseton : su (9 : 1)

¢ozeltisindeki R; degerleri.

Bilesik Rf degeri
TOR 0.98
DTPA 0.00

TOR-DTPA 0.21

4.1.2 HPLC yontemi ile elde edilen kromatogramlar

TOR, DTPA ve TOR-DTPA bilesiklerine iliskin HPLC kromatogramlari
Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3’ de goriilmektedir.
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Sekil 4.1 TOR bilesiginin HPLC kromatogramu.
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Sekil 4.2 DTPA bilesiginin HPLC kromatogramu.
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Sekil 4.3 TOR-DTPA bilesiginin HPLC kromatograma.

280 nm’de UV dedektorinden alman HPLC kromatogramlari

incelendiginde, baglangic maddesi olarak kullanilan TOR bilesiginin 3.
Bolim’de belirtilen kosullardaki R, (Alikonma Zamani) degeri 9.95 dakika,
DTPA bilesiginin ise 1.07 dakika olarak saptanmistir. Sentez sonrasi olusan
TOR-DTPA bilesiginin ise 1.86 dakikadir. Buradan sentezin gerceklestigi

sonucu desteklenmektedir.
4.2 Molekiiler Yapinin Belidenmesi

TOR-DTPA bilesiginin molekiil yapismimn belirlenmesi i¢in GC- MS/ M S
spektrumu almmistir. Cizelge 4.2’de ise TOR-DTPA bilesigine ve g¢esitli
fragmanlara ait GC — MS / MS spektrumlarmmdaki gbzlenen m / z degerleri

verilmistir (m: kiitle, z: yiik).



Cizelge 4.2 TOR-DTPA bilesigine ve ¢esitli fragmanlara ait GC-MS/MS

spektrumlarindaki gozlenen m/ z degerleri.

Fragman m/z Fragman m/z
1 O—\— /G"g H
| 16523 0 46.02
H
2
208.29 @ 78.12
FIO T,
. 94.11 N\ 89.13
CH,
4
300.39 % 132.20
HBC CH3 Hsc\i(\/o
5 ./ o
\ 73.13 343.46
CH,
HSC\L(\/O CH3
o - 371.51 < 40.06
" A\
O_\_I(H
HiCa, o NH
! L/\/ \©\I\ 191.26 _ 329.43




34

S ) 284.39
«k{ 499.68
Ve
H3C\ /CH3 H,
| 59.11 |3 _C 104.14
CH3
Cizelge 4.2 (devami)
Fragman m/z Fragman m/z
P N m\NH’\/D
non UYO 267.36 | ! g):: 357.48
HSC\—CH
! " { 173.29 | 32 . 300.39
Hac/q_cH3
W *%C\i/\/
. T%V 23832 | 29541
) Hac\/\ Hsc\
: oo 73.13 | 34 " 45.08
CH3 CH,




14 35
328.40 385.49
O/Ii OL(CH"
1 36
371.47 373.44
. %dik
1 37
300.39 : 401.49
E\/&D’H’:
P~ Hac\i/\/o
1 \gsvt»« 28139 | 38 - 267.36
NN g
T e 39 -
O,Lg 586.80 Ag 499.68
A W

Cizelge 4.2 (devam)

35
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4.3. Radyoisaretli Bilesiklerin Kalite Kontrol Sonuclarn

4.3.1 Kagit elektroforezi ile elde edilen sonuclar

Isaretli bilesiklere ve radyoaktif bilesenlere ait elektroforez sonuglari
Cizelge 4.3’de yer almaktadir. Banyo ¢ozeltisi olarak SF kullanilmis olup,
bilesiklerin ilerleme mesafeleri cm cinsinden verilmistir. M addelerin uy gulama

noktasi 24 cm’lik Whatman kagitlarinin orta noktasi yani1 12. cm olup, pozitif

Fragman m/z Fragman m/z
«_ - ?m
515.6 529.
19. i 40 QJL?
{ 8 =71
H!FCH N
20. 2082 | 41 ”‘\/‘gk/ 252.
9 S| 35
.y =
270 = ij 630.8
A
{ 1

kutup 12 cm’den sifira dogru, negatif kutup ise 12 cm’den 24’e dogrudur.

Sonuglardan da gdriilecegi tizere " Tc-DTPA ve ~"Tc-TOR-DTPA’nmn
her ikisi de *"TcO, ile pozitif kutuba dogru ilerledig i¢in negatif yiikli

olduklart sonucuna varilmaktadir.

Cizelge 4.3 Elektroforez sonuglart.
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99m TC-
99m TC- 99m TCO . oom
Banyo Cozeltisi TOR- ) Ind. 7" Tc
DTPA 4
DTPA
SF 8 9 10 12

4.3.2 TLRC ile elde edilen sonu¢lar

TLRC
goriilmektedir.

Cizelge 4.5°de

yonteminde kullanilan banyo c¢ozeltileri Cizelge 4.4’de
Isaretli bilesiklere ve radyoaktif bilesenlere ait R, degerleri
yer almaktadir. Kromato gramlar ise Sekil 4.5, 4.6 ve Sekil 4.7°de

goriilmektedir.
Cizelge 4.4 TLRC banyo ¢ozeltileri.
Banyo Cozeltisi
TLRC-
1 SF
TLRC-
2 Etanol:Su (7:3)
TLRC-
3 Aseton
TLRC-
4 Aseton (9:1)
TLRC-
5 Anti koagiilan sitrat dekstroz ¢ozeltisi (ACD)
TLRC- [ 0.2 M Potasyum fosfat, 2 mM M erkaptaetanol, 0.4 % Triton
6 X100 (pH="7)
TLRC-
7 Kloroform:Siklohekzan:Tea:Etanol (25:20:5:1)
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Cizelge 4.5 R; degerleri.

*Rf

Banyo

o M Te- " TcTOR- 0 e
Cozeltisi "TcO, | Ind. ""Tc

DTPA DTPA

TLRC-1 0.64 1.00 0.93 0.07
TLRC-2 0.60 1.00 0.91 0.00
TLRC-3 0.00 1.00 1.00 0.08
TLRC-4 0.21 1.00 1.00 0.07
TLRC-5 0.64 1.00 1.00 1.00
TLRC-6 0.93 1.00 1.00 0.00
TLRC-7 0.07 0.07 0.07 0.07

(* Silikajel TLC plakalar)

Cizelge 4.5’de de goriildiigii gibi TLRC-7 banyo c¢ozeltisinde hicbir
bilesen yiiriimemistir. TLRC-6 banyosunda ise Ind. **"Tc disindaki diger
bilesikler fronta kadar yiiriimiistiir. TLRC-5 banyosunda ise " T¢ ile isaretli
DTPA disindaki tiim maddeler yine fronta yiiriimiistiir. Bu banyolarda her bir
bilesen icin farkli R; degerleri elde edilmediginden bu banyolarn bizim
bilesenlerimiz ve isaretli maddelerimiz i¢in aymrt edici olmadigi sonucuna
varilmigtir. TLRC-3 ve TLRC-4 banyolarinda ise ?™T¢ ile isaretli TOR-DTPA
ile perteknatat arasinda bir aywrmm yapilamadigindan bu ¢ozeltilerin de kalite

kontrol i¢in uygun TLRC banyo ¢ozeltisi olmadiklari sonucuna ulasilmistir.
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Cizelge 4.5 incelendiginde en iyi banyo c¢ozeltisinin TLRC-1 oldugu
gorlilmektedir. Bu banyoda isaretli bilesik diger tiim bilesenlerinden farkli R
degerine sahiptir. TLRC-1 banyo cézeltisinde perteknatat ile **™Tc ile isaretli
TOR-DTPA R; degerlerinin birbirine yakin oldugu diisiiniilerek alternatif olarak
TLRC-2 banyosu kullanilmistir. Bu banyoda da ayni sonuca ulasildigindan
isaretli bilesigin kalite kontrollerinde iki banyo paralel olarak kullanilarak daha
giivenilir sonuglar elde edilmistir. TLRC kromatogramlarmdan yararlanarak
isaretli bilesige iliskin pikin toplam alanma karsit gelen sayimlar, toplam saymma
boliinerek isaretli bilesigin baglanma verimi bulunmustur. Buna gére TLRC-1
banyo c¢ozeltisinde elde edilen sonuclarin ortalamasi alindiginda baglanma
verimi % 98.07 + 2.17, TLRC-2 banyo ¢ozeltisinde ise % 97.91 = 0.53 (n = 13)

olarak saptanmistir.

9amTc-DTPA (TLRC-1)

Saym/5s
» o
8 8

N
8

P 4

0 >
0.0 01 0.2 0.3 04 0.5 06 0.7 0.8 09 1.0

Sekil 4.4 *™ Tc-DTPA bilesiginin TLRC-1 ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen

kromatogramu.

®mTc-TOR-DTPA (TLRC-1)

600

400 4

200 A

Saym/5s

0 OO 0——C

R
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Sekil 4.5 ™ Tc-TOR-DTPA bilesiginin TLRC-1 ¢bzeltisi kullanilarak elde

edilen kromatograma.

#®mTcO, (TLRC-1)
1000

» 8001
2 600
£
S, 400 1 p
3 200 1

0 ==~ —O— O O———C T

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1.0

R,

Sekil 4.6 ”"TcO, ’iin TLRC-1 ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen kromatogrami

ind. ®mTc (TLRC-1)

1500

1000 4

500 4

Saym /5s

0 L2 L= O OO =00

0.0 0.1 02 0.3 04 05 06 0.7 0.8 09 1.0

Rf

Sekil 4.7 ind ™ Tc¢’nin TLRC-1 ¢bzeltisi kullanilarak elde edilen kromatogram.

4.4 n-Octanol /Su oram (Lipofilite) sonugan

»"Tc-TOR-DTPA bilesiginin deneysel olarak logP degeri -2.04 + 0.74 (n
= 3) olarak bulunmustur. Cizelge 4.6’da DTPA, TOR ve TOR-DTPA

bilesenlerinin teorik logP degerleri ACD / logP Algorithm programina gore
verilmistir. Bir bilesigin logP degeri ACD programina gore teorik olarak yiiksiiz

molekiiller i¢in hesaplanabilmektedir.

Cizelge 4.6 Bilesiklerin LogP degerleri.
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Bilesik Teorik logP | Deneysel logP
TOR 7.81+0.75 -—--
DTPA -2.08 £0.86 -—--
TOR-DTPA 5.51+1.15 -—--

7" Tc-TOR-DTPA 2.04+0.74

Cizelge 4.6°da verilen degerlere gore TOR-DTPA i¢in ACD programina
gore teorik lipofilite degeri TOR’dan diisiik DTPA’dan yiiksek bulunmustur. Bu
beklenen bir sonugtur, ciinkii DTPA hidrofilik bir gruptur, dolayisiyla
baglandig1 yapmin lipofilitesini diistirecektir. Bu c¢ikarim Sekil 4.1, 4.2 ve
4.3’deki HPLC kromatogramlarmca da desteklenmektedir. > Tc-TOR-DTPA
ise anyonik yapida oldugu i¢in teorik lipofilite degeri hesaplanamamis olup,
deneysel sonu¢ degerlendirildiginde isaretli bilesigin lipofilitesi TOR
bilesiginden diisiik DTPA bilesigine ise yakin oldugu goriilmiistiir.

4.5. Serumda stabilite sonuglari

" T¢ radyoniiklidi ile isaretlenen TOR-DTPA bilesiginin 37 °C’de insan
kan serumundaki davranigmi iceren grafik Sekil 4.8’de goriilmektedir. Burada
gortildiigli gibi isaretli bilesigin bir saatin sonunda verimi % 70’ in iizerindedir.
TLRC yontemi uygulanarak radyoisaretli bilesigin % 42 oraninda 24 saat

boyunca kararli oldugu goriilmektedir.

Serum da Stabilite
_ 100
.E 80 -
5 B0 -
s 60
s 401
.E) 20 1
=2
0 r r r r
0 30 60 240 1440
Zam an (dakika)
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Sekil 4.8 >’ Tc-TOR-DTPA bilesiginin serumda stabilitesi.

4.6 Disi Albino Wistar sicanlar iizerinde yapilan biyodagihm ¢cahismalarmin

sonuclan

4.6.1 Sicanlar iizerinde reseptor doyurma calismasimn yapilmadi g

(reseptorsiiz) biyodagihm sonuclan (" Tc-TOR-DTPA)

Cizelge 4.7°de ?"Tc-TOR-DTPA bilesigine ait organlardaki gram basina
enjekte edilen doz (% ID / g) degerinin kas dokusuna (B g, back ground) ait % ID
/ g degere oran1 goriilmektedir. Sekil 4.9°da ise ER’lerce zengin dokulardaki %
ID / g— Bgoran1 goriilmektedir.

Cizelge 4.7 Albino Wistar siganlarda > Tc-TOR-DTPA bilesiginin % ID / g

(organ) - Bg orani verileri.

%ID/g
(organ) - Bg| 30Dak. | 60Dak. | 240 Dak.
orant
Kalp 2.09+0.66|1.41+0.44(2.52+0.48
Akciger |6.45+1.89(3.20+1.62(3.90+ 1.26
Karaciger |4.16+1.29(3.00+1.33 |5.24+3.24




Bobrek 362+03413.75+1.34116.71 £4.25
I. Bagirsak {3.20+0.21 [4.31 +£0.08 [21.73 £ 8.22
29.81 +
K. Bagirsak | 3.25+0.98 | 2.11 + 1.31
11.66
) 90.06 + 69.50 + 130.35 +
Mide
15.99 11.51 43.37
Dalak 191+0.03[1199+031|3.06+1.84
Pankreas [2.51+1.22(1.37+0.28 [1.75+0.01
Kas 1.00+0.00|1.00+0.00|1.00=+0.00
Rahim 2.72+0.95(223+0.07 [3.28+0.70
Yumurtalik [ 2.03 £0.40]1.46+0.03 | 3.87 £ 0.75
Meme 1.60+£0.20]8.45+0.06 |13.19+ 0.54
Yag 026+0.1010.64+0.11 |1.14+ 0.56
Tiroid 367+0.69|4.75+1.4116.89+2.50
3224 +
Mesane [9.08 £3.29]8.98+0.86
23.42
Beyin 044+0.07|225+1.56]1.02+0.05
Kan 2.71 £0.60[16.52 £ 8.50]|3.73 + 1.84
M rc-TOR-DTPA
o 16
m
= 127
Y o I 30 dak
% | 60 dak
a 47 O 240 dak
SN
R & o 3 O 2 \6\ N 6@
) > AR S R
415‘00 R Q’b(zé ’2’406\0{“ 3
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Sekil 4.9 *" Tc-TOR-DTPA bilesigine ait ER’lerce zengin dokulardaki % ID / g

— Bgorani.

4.6.2 Sicanlar iizerinde reseptor doyurma calismasimn yapildigi

(reseptorlii) biyodagiim sonuclari (" Tc-Res-TOR-DTPA)

Cizelge 4.8°de reseptor doyurma isleminden sonra verilen ™ Tc-TOR-
DTPA bilesigine ait (""" Tc-Res-TOR-DTPA) organlardaki gram basina enjekte
edilen doz (% ID / g) degerinin kas dokusuna (Bg, background) ait % ID / g
degere oran1 goriilmektedir. Sekil 4.10°da ise ER’ lerce zengin dokulardaki % ID

/ g— Bgorani goriilmektedir.



g (organ) - Bgorani verileri.

%ID/g
(organ) - Bg| 30 Dak. 60 Dak. 240 Dak.
orani
Kalp 2.51£0.99| 1.00£0.79 | 2.00+0.53
Akciger | 6.81 £1.47| 2.08+0.69 | 4.82+2.00
Karaciger [3.47+0.16( 1.62+0.51 | 430+ 1.16
Bobrek | 2.86+£0.77] 1.41+£0.72 | 14.98 + 5.38
I. Bagirsak | 5.56 £ 2.57| 1.00+0.25 | 3.12+2.43
K. Bagirsak | 1.73 £ 0.48| 0.76 £0.29 | 12.92 +£4.67
Mide |79.50+2.61(36.33 £21.46] 96.78 + 85.51
Dalak 2.06£0.72] 042+0.14 | 2.07£0.71
Pankreas | 3.01£0.76 | 0.95+ 0.31 1.91+£0.53
Kas 1.00+0.00| 1.00+0.00 | 1.00=0.00
Rahim |2.28+0.99| 1.61£1.01 | 4.14+1.50
Yumurtalik | 2.80+ 1.06[ 1.63+0.43 | 5.23+0.98
Meme 1.96 £0.80| 1.05+0.36 | 4.26+0.29
Yag 0.63+0.01| 1.25+0.30 | 1.22+0.23
Tiroid |4.76+0.39| 2.54+1.40 [ 2.23+1.59
Mesane |[6.53+0.68| 1.72+0.68 | 9.50+ 0.81
Beyin 0.57+0.24] 0.13+£0.05 | 0.67+0.25
Kan 332+0.72] 095+033 | 3.03+0091

45

Cizelge 4.8 Albino Wistar siganlarda **" Tc-Res-TOR-DTPA bilesiginin % ID /



46

99Mmrc-Res-TOR-DTPA

16

121

o 30dak
B 60dak

41 |: |:| | | O 240 dak
0-

% ID/ g (organ) / Bg
o

Sekil 4.10 *" Tc-Res-TOR-DTPA bilesigine ait ER’lerce zengin dokulardaki %
ID / g— Bgorani

ER’lerin oldugu bilinen organlar1 iceren Sekil 4.9, 4.10 ve Cizelge 4.7, 4.8
incelendiginde reseptorlii ve reseptorsiiz calismalar kiyaslandigida > Te-TOR-
DTPA bilesiginin ¢arpici bir sekilde meme dokusuna spesifik oldugu
goriilmektedir. SPSS 13 istatistik programi ile yapilan varyans analizi de bu
sonucu dogrulamaktadir (p < 0.05). Sekil 4.11 ve 4.12°de ise " Tc-TOR-DTPA
bilesiginin reseptor doyurulmamis ve doyurulmus biyodagilim ¢aligmalarinda
rahim, yumurtalik ve memedeki zamanla tutulum degerleri standart sapmalariyla

birlikte goriilmektedir.

*MTc-TOR-DTPA

3 30dak
B 60dak
0 240 dak|

% ID/ g (organ) /IBg
[e-]

Y ] |

Rahim Yumurtalik

Organ
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Sekil 4.11 ”" Tc-TOR-DTPA bilesiginin rahim, yumurtalik ve meme

dokularindaki % ID / g— B g oraninin zamanla de gisimi.

99Mr¢cRes-TORDTPA
16

f=2

m

= 121

& @ 30 dak
S sl H 60 dak
2 O 240 dek
Q 41

N

0 : :
Rahim Yumurtalik Meme
Organ

Sekil 4.12 ™ Tc-Res-TOR-DTPA bilesiginin rahim, yumurtalik ve meme
dokularindaki % ID / g— Bgoranmnin zamanla de gisimi.

. B 30 dak
. B 60 dak
. O 240 dak

Rahim Y umurtal k Meme

9mTc-TOR-DTPA/
9mTc-Res-T OR-DTPA
O N WA OO N ®©

Organ

Sekil 4.13 Rahim, yumurtalik ve meme dokularindaki reseptorsiiz ve reseptorlii

»™T¢c-TOR-DTPA bilesigine ait % ID / g— Bg oran1.

Sekil 4.11 ve 4.12 incelendiginde ER’lerince zengin organlar olan rahim

ve yumurtalik i¢in reseptdrlii ve reseptorsiiz ¢aligma sonuglari arasinda belir gin

bir fark yoktur. Oysaki 60. ve 240. dakikalarda meme dokusunda " Tc-TOR-
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DTPA bilesigi ile *" Tc-Res-TOR-DTPA tutulum oranlar1 bu dakikalarda
sirasiyla 8 ve 3 kat kadar yiiksektir. Sekil 4.13’de bu dokuya iliskin 60. ve 240.
dakikalardaki yiiksek tutulum reseptorsiiz ve reseptorlii calismalara ait % ID / g
— Bgdegerlerine ait oran goriilmektedir. Literatiire gore de TOR bilesiginin
TAM ’a gore karaciger ve rahimde estrojenik etkisinin daha diisiik, memede ise
antiestrojenik etkisinin daha yiiksek oldugu bilinmektedir (Kangas et al., 1989;
Sipila et al., 1990; Soe et al., 1997; DeGregorio et al., 2000; Shibutani et al.,
2001; Kim et al., 2003; IBCSG, 2004). Bizim ¢alismamizda da > Tc-TOR-
DTPA bilesiginin memede potansiyel bir antiestrojenik etkiye, rahimde ise

oldukca zay1f estrojenik etkiye sahip oldugu gorii Imiistiir.

4-hidroksiTAM, TAM, trioksifen, LY117018, LY139481 gibi
antiestrojenlerin TAM bilesigine gore rahimde daha az estrojenik aktiviteye
sahip olduklar1 bilinmektedir. Bunun nedeni ise kisa biyolojik yar1 mre sahip
olmalaridir (D1 Salle et al., 1990). TOR bilesiginin si¢candaki biyolojik yar1 dmrii
14 saat olarak hesaplanmig ve bu siirenin sican serumunda kararl hale ulagsmas1
ve digki ile atilmasi i¢in yeterli oldugu goriilmiistiir (Sipila et al., 1990). Bizim
alismamizda *”™ Tc-TOR-DTPA icin ise deneysel olarak hesaplanan biy olojik
yar1 omiir yaklasik 132 dakika olarak yapida DTPA olmasindan dolay1 daha
diistik bulunmustur. Bu durum; isaretli bilesigimiz i¢in rahimde daha az

estrojenik etki demektir.

Silva ve arkadaglarmin degindigi gibi hedef organ tutulumu ile hedef
olmayan organ tutulumu arasidaki fark, goriintiileme i¢in gerekli olan
kontrastin saglanmasmdan sorumludur. Rady oaktivite orani (hedef or ganin
hedef olmayan organa orani) bu farki verdigi i¢in tutulum seciciliginin bir
gostergesi olarak kullanilmaktadir (Delpassand, 1996; Silva et al., 2001).
Memedeki daglim ile hedef olmayan organlar (kan ve kas) arasindaki oran

Sekil 4.14°de goriilmektedir.
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8 W Meme / Kan
O Meme / Kas

N M

30 60 240

organlara orani

degerinin hedef olmayan

Meme dokusundaki % ID/ g

Zaman (Dakika)

Sekil 4.14 ™ Tc-TOR-DTPA bilesiginin meme dokusundaki % ID / g degerinin

hedef olmayan (kan ve kas) organlara oran1.

Bu sekle gore 60. dakikada meme dokusuna ait % ID / g degerinin hedef
olmayan dokulara oran1 yaklasik 20’dir. 240. dakikada ise bu oran yaklasik
olarak 8’dir. Serumdaki stabilite calismalar: > Tc-TOR-DTPA bilesiginin bu
zaman dilimleri i¢erisinde 6zellikle birinci saatin sonunda % 70 kararl
oldugunu gostererek bu sonuglar1 desteklemektedir. Silva ve arkadagslari (Silva
et al., 2001) Z['*IJIVDE (['*’1](Z)-3-methoxy - 1 7a-iodoviny lestra-1,3,5(10),6-
tetraen-17b-ol) bilesig icin bu orani uterusta 1 — 3 olarak 24. saatte , Miiftiiler
ve arkadaslar1 (Miiftiiler v.d., 2008) *'I-TAM bilesigi i¢in 30 dakikada,ve
Enginar ve grubu (Enginar v.d., 2005) estrojen tiirevi iki bilesik i¢in ise 60.
dakikada bulmuslardir.

Radyoisaretli bilesi8in viicuttan atilimi gastrointestinal sistem, mesane
yani sira yapida DTPA oldugu i¢in enjeksiyondan 4 saat sonra bobrekler vasitasi
ile de gerceklestigi goriilmektedir (Cizelge 4.7 ve 4.8). Pillai ve arkadaslari
yaptiklar bir ¢alismada karboksilik asid gruplar1 i¢eren komplekslerin hidrofilik
hale geldigi ve bobrek yoluyla temizlenme gosterdigi sonucuna varmistir (Pillai

99m

et al., 1999). Bir diger calismada ise =~ Tc-DTPA kompleksinin karaciger ve
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bobreklerde tutulumunun yiiksek oldugu bilinmektedir (Chen et al., 2005).
Hidrofobik TAM ’a gore hidrofilik TAM analoglarmin karaciger ve akciger
tutulumu daha azdir (Delpassand, 1996). Bizim ¢alismamizda *" Tc-TOR-
DTPA ve ”"Tc-Res-TOR-DTPA bilesikleri i¢in akciger ve karaci ger
tutulumlar1 tiim ¢alisma periy odu igerisinde diisiik olup, 6nemli bir degisim

99m

gostermemektedir. Bu sonu¢ = Tc-TOR-DTPA bilesid i¢in iyi bir goriintiileme

ajant olabilirligini sunmaktadir.

Midede 6nemli bir tutulum beklenmemesine ragmen diger organlara
kiyasla hem reseptor doyurma yapildiginda hemde yapilmadiginda yiiksek bir
tutulumla karsilagilmistir ve bu durum 4. saate kadar artarak devam etmistir.
Ancak midedeki tutulum reseptorlii ve reseptorsiiz biyodagilim ¢aligmalart
birbirinden ¢ok farkl1 olmadig icin isaretli bilesigin bu doku i¢in ER spesifik
olmadi g1 diistiniilmektedir. Buradaki yiiksek tutulum nedeniyle meme dokusu
yanisira mide i¢in goriintiileme ajani olarak kullanilabilir. Ayrica midede
androjen ve estrojen gibi seks steroid hormonlarinin varlig da bilinmektedir
(Kon, 1983; Winborn et al., 1987; Ciocca and Vargas., 1995). Yiiksek mide
tutulumuna estrojen tiirevleri ile yapilan baz1 rady oisaretli caligmalarda da
rastlanmigtir (Kon, 1983; Unak v.d., 2002; Enginar v.d., 2004, 2005, baskida;
Miiftiiler v.d., 2008).

4.7 Istatistik Analiz Sonuglan

Biyodagilim sonucu elde edilen verilerin istatistiksel analizleri (Univariate
Variance Analyses) SPSS 13 programi kullanilarak yapilmustir. ™ Tc-TOR-
DTPA ve “"Tc-Res-TOR-DTPA bilesigi i¢in organlar arasinda Pearson
korelasyonu uygulanmistir. Pearson korelasyonuna gore isaretli bilesiklerin
tutulumlar ile organlar arasinda bir iliski tanimlanmaktadir. Anlamlilik diizeyi

(P) degeri ile ifade edilecek olursa P < 0.05 degeri anlamli olarak kabul
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edilmistir. Ozellikle meme ile bobrek, yumurtalik, ince bagrsak, kalin bagirsak,
tiroild ve mesane arasmda mevcut istatistiksel olarak anlamli bir farklihk s6z
konusudur. Herbir organ ig¢in yapilan varyans analizi sonucuna gore
organlardaki tutulumun reseptor doyurma islemi ile iliskisine bakildiginda ince
bagirsak, kalin bagirsak, meme, tiroid, mesane, bas ve kan i¢in istatistiksel bir
fark s6z konusudur (P < 0.05). Organ - siire iligkisine bakildiginda ise akciger,
bobrek, ince bagirsak, kalin bagirsak, pankreas, yumurtalik, meme, mesane ve
kan i¢in istatistiksel bir fark s6z konusudur (P < 0.05). Cizelge 4.9’da goriilecegi
lizere varyans analiz sonuglarma bakildiginda reseptor doyurma islemi 6zellikle
meme i¢in Onemli derecede istatistiksel olarak anlamhdirr (P = 0.003).
Gastrointestinal sistemdeki reseptor ile iligkinin yani sira 6zellikle siire ile
iligkideki istatistiksel anlamlilik ise biyodagilim sonuuglarindan da goriilecegi

lizere zaman ile bir degisim s6z konusudur.

Cizelge 4.9 Varyans analizi sonucuna gore bazi organlara ait reseptor ile

iligkilerine iligkin P ve r (korelasyon katsayis1) degerleri.

Organ P Degeri r Degeri
I. Bagirsak 0.003 0.844
K. Bagirsak 0.034 0.847
Mesane 0.045 0.592
Meme 0.003 0.650
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5. SONUC VE ONERILER

TOR bilesigi ile DTPA’nin konjugasyonu sonucu olusan TOR-DTPA,
TLC ve HPLC analizleri ile desteklenmektedir. GS — MS / MS ile yap1 analiz

sonuglart mo lekiiler yapmin beklenildigi gibi oldugunu gostermisir.

Sentezlenen antiestrojen tiirevi ligandin **" Tc¢ ile kalay kloriir indir geme
metodu ile yiiksek verimle isaretlenebilir oldugu gdriilmiistiir Isaretleme verimi
% 98.07 + 2.17 olarak bulunmustur. Serumda stabilite calismast ile de **™ Tc-
TOR-DTPA bilesiginin 37 °C’de caligma siiresince kararli oldu gu gorii Imiistiir.
Lipofilite degerlerine bakildignda; olusan **" Tc-TOR-DTPA bilesigi DTPA
iceriginden dolay1 TOR bilesigine gdre daha hidrofilik yapidadir. Dolayisiyla,
bilesigin lipofilitesi biiny esindeki hidrofilik gruptan dolay1 TOR bilesiginden
diisiik ¢cikmustir.

Isaretli bilesigin estrojen reseptorlerince zengin dokular olarak bilinen
meme dokusu i¢in estrojen reseptor spesifik oldugu sonucuna ulasilmistir. Bu

sonug istatistiksel analizlerle de desteklenmistir.

?"T¢ radyoniiklidi ile isaretli sentez

Sonu¢ olarak; yapilan c¢alismalar
bilesiginin meme kanseri ER+ tiimdrlerini goriintiilemede yeni bir antiestrojen

tiirevi hidrofilik radyoligand olarak kullanilabilirligini gostermektedir.
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